骨折治癒過程におけるFocal adhesion kinaseを介したSonic hedgehog の役割 by Horikiri, YU
･一
氏 名
学 位
専門分野 の名称
学 位 授 与 番 号
学位授与の 日付
学位授与 の要件
学 位 論 文 題 目
学位論文審査委員
脚切 優
紳士
幽学
師甲第4726号
平成25年3月25日
医歯車学総合研究科病態制御科学専攻
(学位規則 (文部省令)第4粂第 1項該当)
骨折治癒過程におけるFocaladhesiolkinaseを介 した Sonie
hedgehogの役g,JqJ
飯田 征二 教授 久保田 聡 准教授
佐々木 朗 教授
学位論文内容の要旨
【緒言】
折節而領域において骨折は,比較的頗度のIt:lJ'い疾患の一つである｡骨折治癒過掛 ま,炎症
期,掛川'Lg増殖期,仮骨形成肌 リモデリング期からなり,それぞれの時期が重なり合う｡各
段階においてさまざまな抑胞,サイトカイン,増殖因子がl渦わっているとされているが,そ
の詳細な分子メカニズムについては不明な点が多い｡
Focaladhesionkinase(FAK)は125kDの非受容体型チロシンキナーゼで,インテグリンの集
朋する鮒胸接前桝(focaladleSion)に存在 し.Hn胞接着斑の形成にはインテグリン刺激からの
FAKの397番目のチロシン残基 (pFAK･Tyr397)のリン酸化が寵要であるとされている｡骨芽
鮒川Ldにおいては,骨基質中の 】型コラ-ゲンが FAKおよびその下流シグナルを介して削 包分
化を促進し,AHJ&.Jr3態を那持することが報告されている｡また,多くの貴官形成に関与して
いると言われている SonichedgelOg(SHH)ち,付形成過程で爪要な役鯛を担っていること
が報告されている.これらのことより,FAR,SHHは･n･折治癒過郡のおいても冊改造現象に
関与することが抑'#されるO
そこで本研兜では,骨折治癒過程におけるFAKとsHHの発現,それらの骨芽柳川副こおけ
る役剤について検討した｡
【材料ならびに方法】
ICRマウス榔8遡.lJ令,第8肋付骨折モデルを作刺した｡骨折後3,5,14,28日目の竹折部
におけるFAK,SHHの雅現を免班虹紙淡色で検討したOまた,FAK迫伝子の異なった5領
域に対して作.拠したレンチウイルスshorthairpinRNAFAX (shFAK)を別･rJ･芽鮒IJ'd梯利別出株
MC3T3_El(Rm NCeHBankより購入)に感染させFAKノックダウン抑胞を作.処し,FAR
の発現抑制を,ウェスタンブロット法で確思した｡細胞形!劇ま岱光免疫73と仏法にて,細胞増
雛他はMTSassay,遊走tJEはscratchassay,接着経はadhcsionassay,分化他はアルか )フォス
フアタフアタ-ゼ (ALP)染色,アリザリン (ALZ)染色にて検討した｡破骨抑胸形成能は,
MC3T3_Elと骨髄 cDllb(十)細胞 との共存増益系を用い TartratかResistantAcidPhosphatase
(TRAP)染色にて検討したoFAKノックダウン MC3T3-El細胞におけるALP,osteopontin
(OPN),osterix (OSX),Runx2mRNA･およびRANKL osteoprotegerin(OPG)hRNA発現
をRT_PCRにて確認した｡
【結果】
1)什折モデルについての検討
一円･M,r後 3日目に,sHHが骨qFg'(I.周 囲の骨伽鮒胸に,pFAKThy397が骨髄鮒胞にそれぞれ発
現したolJl,折後 5E7日にはpFAKThy397が皮JFf骨l附描仰のALP陽性骨穿刺rlJ削こ発現し,そ
のJ那郎こTRAP腸性破骨#7J胸が存在した｡竹折後 14日目に肥大秋付の形JEを')7mめ,そのfJi
rlBのALPl物性骨J.:afl胸にpFAKTI-y397,sHHが飛朋した｡仲折後 28日目では骨折部周朗
にpFAKTly397,sHHの発別は拙めなかった0 1
2)甘芽細胞におけるFAKがqlllJI'dJr9fLiおよび岬解離,雌眉髄,遊走阻 分化能に与える彫轡
shFAKの感要糾こより,)(rLtfI存在下での MC3T3-ElのmHJ'd形掛 ま析小し,hlr胞岬那能,竣Tl･
能,遊走髄,分化髄は,有意にUJfJtJされた｡RT･PCRより,FAKノックダウンMC3T3-El
那胞において,ALP,OPN.OSXmRNAの発現抑1札 Rul1x2mRNAの雅現先進を認めた｡
3)･[!J･王糊"lJ'LnこおけるFAKを介してSHHが棚 ㈹巨.接･Jt･_I.相投,遁走髄,分化服に与える彬響
MC3T3-Elに組み換えsHHタンパクTrを添加すると,pFAKTyr397ならびにFAKの発現上
村･を認め.増樅髄は有意に促進されたが,FAKノックダウンMC3T3-El糾胸ではこの促進
効果は弛められなかった｡細胞接azyJ'能,遊走髄,分化能に有意な促進は弛められなかった｡
4)i!L･IX刺 胞におけるFAK,SHHが破･目刺 胞形成に与える影叩
FAKノックダウンMC3T3-El鮒胸 と骨髄cDllb(十)抑胸との共存培養をPal･athyTOidhormone
relatedprotein(PTHrP)存在下で行なったところ,コントロールMC3T3-El削胸に比べ破
JR･hlH胸形成が有意に抑制ざれていた｡組み換えsHTlタンパクJEf祢加により,コントロール
MC3T3-El机胞の破骨鮒胸形成地は何忠に促進 したが,FAKノックダウンMC3T3-El細胞
では促進効果は認められなかった｡また,pTHrPをMC3T3-El剤]胸に添'IJrJすると,TuNKL
発現上界を認めたが,FAKノックダウンMC3T3-El荊qJ胞ではRANKL発現誘将は此められ
なかった｡一方で OPGは,PTHrPの添加や FAKのノックダウンによる発現変化は認めら
れなかったO
【考察】
肋･Tr]･骨折モデルは整復を行なわず,一連の骨再生胸椎を経るため,骨折治地過程各段1剛こ
ついて検討が可能であるoJm･折治癒過税の炎症期,鮒胞増抑】馴こおいて,炎症鮒胞から放出
される炎症性サイ トカインや血]1Iliに多量に存在するIrL小縦から放出される)'E叔因子シグナル
とFAKシグナル両者が付芽細胞の増夕軌 遊走に関与していることが示唆きれた｡また,骨髄
細胞から産生されるsHt=ま,什芽細胞におけるpFAKTyr397リン酸化を介 し,骨芽細胞増殖
J や破骨糾胞JE2成を促進すると考えられた.･｢]･折治癒過程の仮骨形成期からリモデリング期で
は,骨芽細胞自身のErz生する SHH がオー トクライン,パラクライン的に骨芽細胞に作用,1
pFAXTyr397を活性化 し,骨改造に関与していることが示唆された｡
Il
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【緒｣ー】
顎部面領域において骨折は,比較的頻度の高い疾心の一つであるO骨折治癒過程は,炎症期,
j 細胞増雑期,仮骨形成WI,リモデリング期からなり,それぞれの時期が移行的に重なり合うO各
■ 段階においてさまざまな細胞,サイ トカイン,増殖因子が関わっているとされているが,その詳
細な分子メカニズムについては不明な点が多いO多くの器官形成に関与していると言われている
sonichedgehog(SHlJ,)は骨形成過相で重要な役捌を担っていることが報告されており,またFocal
adhesionkinase(F∧lく)は非受容体型チロシンキナーゼで,骨芽細胞の増殖,遊走にFAKの397番
目のチロシン残基のリン酸化 (PFAK,-Tyr397) がTrt要であるとされている｡これらのことより,骨折
治癒過程のおいてSHH,F^J(シグナル間にクロス トー クが生じ,骨改造現匁に関与することが推察
される｡そこで本研究では,JF]･折治癒過程におけるSHHとFAKの発現,それらの役割について検
･ 討した｡
【方法および結果】
ICRマウス雄8迦摘みを用い,第8肋骨を鉢で骨折させた｡骨折後3,5,14,28日目の骨折部にお
けるSHH,FAKの発現を免疫組織地色で検討したOその結果,骨折後3日目に,S冊,pFAl(-Thy397が
骨折鵬周囲の未分化IJIJ弟系細胞にそれぞれ発現し,骨折後5日目にはpFAK-Thy州丁が皮質1.･断端柵の
アルカリフォスフアタ-ゼ(ALP)馴'iL･FJ･月三細胞に発現したO骨折後14日目に肥大軟骨の形成を過め,
その周l鯛の ALP陽仙骨部細胞に SHH,PFAK-Thy397が発現したが,骨折後 28日目では骨折部周囲に
SHH,PFAK-Thy397の滞現は絡めなかった｡invitroにおいて,FAKノックダウン骨芽細胞横HC3T3-El
細l胞を作製し,機能僻折を行なったところ,F∧KノックダウンによりMC3T3-El細胞の増殖･接着 ･
分化阻 および破･R･細胞形成支持価は抑制されたOまた,Sl･JH添加により,コントロールのMC3T3-El
細胞では,FAKの鬼現上昇を認め.増殖能,分化能,破骨細胞形成能は有意に促進されたが,FAK
ノックダウン細胞にはこれらの促進効果は誰められなかった｡
【考察】
軒復を必要とせず一連の骨折の治赫過税を検百寸できる肋骨骨折モデルは,骨折治癒過程の各段
階について詳糾な検討が可能であるOその所見とinvitro解析データから,骨折治癒過程の炎症
肌 細胞増軌 附こおいて,骨髄細胞から産生されるS冊 は,骨芽細胞におけるpFAJく一Tyr397リン酸
化を介し,骨芽細胞岬穂,分化や破骨細胞形成を促進すると･考えられた｡また,骨折治癒渦程の仮
r 骨形成期からリモデリングn‖こおいては,骨芽細胞自身の産生する SHHがオー トクライン的に
pFAK-Tyr397を活性化し,肥大軟骨細胞から骨-のRt換に関与することが示唆された0
l
本論文は､骨折治癒過程におけるSHHとFAKの役割を分子メカニズムの面からi紬8に検討し,
両者の#J:接な関連を明らかにしたものであるO よってdlG文審査担当者は一致 して､本論
文に博士 (歯学)の学位論文 としての価値を認める｡
